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序章 
 
	 当研究で用いている枯草菌 (Bacillus subtilis) はグラム陽性菌を代表する真正
細菌であり、大腸菌 Escherichia coli と並ぶモデル生物であり、4.2Mb の染色体

















	 原核生物の細胞分裂機構は、細胞分裂予定域において FtsZ というチューブリ
  2 
ン様タンパク質を中心に階層的に集合してきた複数のタンパク質によって形成
される大きなリング状の複合体(divisome と呼ばれている)が収縮することによ
って起こるものである。FtsZ というタンパク質は J. Lutkenhaus らによって発見
され 1、その後大腸菌・枯草菌において様々な研究がなされてきた 2。 
	 枯草菌の細胞分裂を制御する主要なメカニズムとして Min system と Nucleoid 
Occulation がある 3。Min system は DivIVA を初発とし MinJ, MinD, MinC の順に
階層的に集合することで形成されるタンパク質複合体である。DivIVA は凹部分
を認識する性質があることから、細胞分裂後期において隔壁の陥入部位に局在
し、その後形成された細胞極に留まる。この際、MinC が FtsZ の重合を制御す
ることで、隔壁形成時の Z-ring 収縮や、隔壁形成後の Z-ring 崩壊に関与してい
る。そのため、これら因子の破壊株においては Z-ring 収縮の遅延や細胞極での
Z-ring の再集合が見られる。その結果、野生株に比べて細胞長が長くなることが
分かっている。Nucleoid Occulusion は細胞分裂と DNA 複製・分配と共役させる
機構として知られており、核様体上での Z-ring 形成を阻害する。代表的な因子
として Noc が挙げられる。Noc は DNA 結合タンパク質であり、その結合配列は
複製開始点（oriC）領域付近に集中しており、複製終結点（ter）付近に存在しな
い。これらの知見から、Noc は DNA 複製・DNA 分配が完了するまで、分裂予
定域での Z-ring 形成を阻害するという細胞分裂のチェックポイントとしての役
割もあると考えられている。一方で、近年 noc, minCD の三重破壊株においても
Z-ring が形成されることが報告されており 4、新規の Z-ring 形成制御が存在する
ことが示唆されている。 
	 上記の２つの機構によって、細胞中央付近の分裂予定域のみで Z-ring が形成
  3 
するよう制限されおり、一旦形成が始まると多くの分裂関連タンパク質が階層
的に集合してくる 2。この際、分裂予定域での Z-ring 形成に最も重要なのは、FtsZ
を膜にアンカーする FtsA であり、他の分裂装置関連タンパク質(DivIB・DivIC・





	 細胞膜の主要な脂質は、脂肪酸がエステル結合で Glycerol-3-phosphate に結合
したグリセロリン脂質である。脂肪酸が Glycerol-3-phosphate の sn-1 位・sn-2 位







あることが明らかになってきた 6。つまり、従来の細胞膜は Homogeneity である
という考え方から、細胞膜は Heterogeneity であると考え方にシフトしたのであ
る。枯草菌などのバクテリアおいてその脂質マイクロドメインを形成する脂質
として明らかになったのは酸性リン脂質である PE や CL である 5。これは特定
の脂質に結合する蛍光分子の開発により明らかになった)。PE に結合する蛍光分
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分裂装置にその情報を伝え細胞を大きくするというものである。Cell では sweet 
sensor としてこの発見を紹介している 10。一方で、このセンサーは富栄養下での
み作用することが分かっており、他の栄養感知センサーの存在を伺わせるもの
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 今回、着目した脂質合成酵素 PlsX はリン脂質合成と脂肪酸合成の両方に必須
なアシルフォスファターゼであり、acyl-ACP から acyl-PO4を合成する 11-14。この
acyl-ACP は一方で、脂肪酸合成酵素 FabF によって acyl 基を縮重する反応に向





	 福島博士らによって、Y2H 法により FtsA・PlsX間の相互作用が見出されたが、
一方で Y2H 法の結果には擬陽性のものが多く含まれていることが分かっている。






ず PlsX に GFP を融合した株（NBS800）を作製し、融合タンパク質の発現量や
機能を野生型 PlsX と比較し、この株を使用する上での妥当性を検証した。PlsX
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 Strain or plasmid   Genetic markers Source/reference 
Strains 




trpC2  Laboratory stock 
NBS245 
 
trpC2  ftsA::cat This study 
NBS800 
 
trpC2  amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc ) This study 
NBS1009 
 
plsX::pMHAcPLSX ( plsX-HA erm –Pspac-fabD-fabG) This study 
NBS1330 
 
trpC2  Pspac-ftsZ erm ASK510→168 
NBS1341 
 
trpC2  amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc ) Pspac-ftsZ erm  NBS1330→NBS1008 
NBS1342 
 
minCD::tet  This study 
NBS1359 
 
trpC2  amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc::cat ) pSpc::Cm→NBS800 
NBS1362 
 
trpC2  plsX::Pless-spc amyE::(Pxyl-gfp-plsX spc::cat) This study 
NBS1365 
 
trpC2  minCD::tet amyE::(Pxyl-gfp-plsX spc) NBS1342→NBS800 
NBS1371 
 
trpC2 ftsA::cat amyE::(Pxyl-gfp-plsX spc) NBS245→NBS800 
NBS1517 
 
trpC2 plsX-his12 spc This study 
NBS1569 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-ftsA erm ) This study 
NBS1571 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-mciZ erm ) This study 
NBS1572 
 






trpC2  thrC::( Phy-spank-ftsA erm ) spec-gfp-ftsA NBS1569→NBS1576 
NBS1579 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-ftsA erm ) amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc ) NBS1569→NBS800 
NBS1583 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-mciZ erm ) amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc ) NBS1571→NBS800 
NBS1584 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-sirA erm ) spec-gfp-ftsA NBS1572→NBS1576 
NBS1585 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-sirA erm ) amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc ) NBS1572→NBS800 
NBS1875 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-mciZ erm ) amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc ) minCD::tet NBS1342→NBS1583 
NBS1876 
 
trpC2  amyE::( Pxyl-gfpA206K-plsX spc ) This study 
NBS1877 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-gfp-plsX erm ) This study 
NBS1878 
 
trpC2  thrC::( Phy-spank-gfp-plsX erm ) minCD::tet This study 
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NBS1879 trpC2 spec-cfp(Bs)-ftsA This study 
NBS1880 
 
trpC2 spec-cfp(Bs)-ftsA amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc::cat ) NBS1878→NBS800 
NBS1882 
 
trpC2 spec-cfp(Bs)-ftsA amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc::cat ) thrC::( Phy-spanK-ftsA erm ) NBS1569→NBS1879 
NBS1881 
 
trpC2 spec-cfp(Bs)-ftsA  amyE::( Pxyl-gfp-plsX spc::cat ) minCD::tet  NBS1342→NBS1879 
ASK510 
 
168 Pspac-ftsZ erm K. Asai (unpublish) 
Escherichia coli 
   
DH5α 
 
F‐ φ80lacZΔM15 Δ(lacZYAargF)U196 recA1 endA1 hsdR17 (rK‐, mK+)  Invitrogen 
  
phoAsupE44 λ‐ thi1 
 
    
Plasmids 
   
pGFP-PlsX 
 
bla amyE::Pxyl-gfp-plsX  spc  This study 
pGFPA206K-PlsX 
 
bla amyE::Pxyl-gfpA206K-plsX  spc  This study 
pHT001 
 
amyE::Physpank cat This study 
pHT002 
 
amyE::Physpank erm This study 
pHT003 
 
thrC::Phy-spank erm amp This study 
pHT307 
 
thrC::Phy-spank-mciZ erm amp This study 
pHT308 
 
thrC::Phy-spank-gfp-plsX erm amp This study 
pHT402 
 
thrC::Phy-spank-ftsA erm amp This study 
pHT408 
 
thrC::Phy-spank-sirA erm amp This study 
pMHAc 
 
bla erm Pspac-HA K.Asai (unpublish) 
pMHAcPLSX 
 
bla erm Pspac-plsX (487-999bp)-HA This study 
pSpc::Cm 
 
bla spc::cat Laboratory stock 
pDG1664 
 
thrC::erm amp 161616 
pDR111 
 
amyE::Phy-spank spc 17 
pDR200 
 
cfp amp 18 
pSG1729   bla amyE'3 spc Pxyl-gfp amyE'5 19 
    
aAbbreviations for antibiotic resistance are as follows: tet, tetracycline; spc, spectinomycin; cat, chloramphenicol; erm, 
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２、	 使用 Primer 















































gfpmut1 A206K for 
 
AAACTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAG 









ftsA up For 
 
AGACGGATACGCCCTTGA 
ftsA up rev 
 
CACCTCGTTGTTCGATCATTTCTATTCTATTATTTGC 
ftsA spc for 
 
GAAATGATCGAACAACGAGGTGAAATCATGAG 









ftsA orf For 
 
GGATCCGCTGGCTCCGCTGCTGGTTCTGGCATGAACAACAATGAACTTTACGTCAG 
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plsX-His12 ORF Rev 
 
TTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCATCTGTTTTTTCTTCTTTCACTTC 




plsX 5’ BamHI          GCGGATCCCAGCAAGTGCGCGGTGTC 





































KOD-plus- DNA polymerase  	 	 	 	   （東洋紡績株式会社） 
Ex Taq DNA polymerase      	 	 	 	  （宝酒造株式会社） 
T4 DNA ligase kit	          	 	 	 	   （宝酒造株式会社） 
KOD -Plus- Mutagenesis Kit   	 	 	 	  （東洋紡績株式会社） 
HindIII                     	 	 	 	  （宝酒造株式会社） 
EcoRI                     	 	 	 	  （宝酒造株式会社） 
BamHI	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 	 	 	  （宝酒造株式会社） 
SalI	 	 	 	 	 	 	 	 	      	 	 	 	 	 （宝酒造株式会社） 
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NheI	 	 	 	 	 	 	 	 	     	 	 	 	 	 （宝酒造株式会社） 
DraIII	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 	 	 	 	 （New England Biolabs） 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System  （Promega）  










	 クローニング PCR は全て KOD-plus- DNA polymerase を用いて増幅した。また
ライゲーションは全て T4 DNA ligase kit を用いて行い、DH5αカルシウムコンピ
テントセルを用いて形質転換を行った（巻末参照）。pGFP-plsX を作製する際、
リ ン カ ー 領 域 は Leu-Pro-Gly-Pro-Glu-Leu-Pro-Gly-Pro-Glu を 用 い た 。




作製した plasmid primer template plasmid 制限酵素 
pGFP-PlsX plsXxho／plsXecoRI  wt168 genome pSG1729 XhoI, EcoRI 
pGFPA206K-PlsX 
gfpmut1 A206K for／gfpmut1 A206K 
rev 
pGFP-PlsX 
※KOD -Plus- Mutagenesis Kit
を用いて作製 
pHT001 cmRF／cmRR pC194 pDR111 DraIII 
pHT002 ermRF／ermRR pMHAc pDR111 DraIII 
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pHT003 
※pDR111 から BamHI/EcoRI 処理で切り出した領域をク
ローニングしている 
pDG1664 BamHI, EcoRI 
pHT307 PhymicZF(HindIII)／PhymicZR(NheI) wt168 genome pHT002 HidIII, NheI 
pHT308 PhygfpplsXF(NheI)／PhyplsXR(NheI) pGFP-PlsX pHT002 NheI 
pHT402 PhyftsAF(SalI)／PhyftsAR(NheI) wt168 genome pHT002 SalI, NheI 
pHT408 PhysirAF(SalI)／PhysirAR (NheI) wt168 genome pHT002 SalI, NheI 
pMHAcPLSX plsX 5’ BamHI／plsX3’ EcoRI  wt168 genome pMHAc BamHI, EcoRI 
 
７、	 遺伝子破壊株の作製 
 遺伝子破壊用の断片の作製は KOD-plus- DNA polymerase もしくは Ex Taq DNA 
polymerase を用いて増幅した。作製した破壊用断片を枯草菌のコンピテントセル
に形質転換した（巻末参照）。使用した primer と template を表記する。 
  primer template 
NBS245 ftsA-11/ftsA-12・ftsA-catFor/ftsA-catRev・ftsA-23/ftsA-24 wt168 genome・pC194 
NBS1342 minCD-11/minCD-12・minCD-tetFor/minCD-tetRev・minCD-23/minCD-24 wt168 genome・pTet 
NBS1362 plsX-11/plsX-12・plsX-Pless-spc for/plsX-spcRev・plsX-23/plsX-24 wt168 genome・pSpc 
 
８、	 NBS1517、NBS1878 の作製 
	 両株は recombinant PCR を用いて作製した。その際、KOD-plus- DNA polymerase
もしくは Ex Taq DNA polymerase を用いた。作製した recombinant 断片を枯草菌
のコンピテントセルに形質転換した（巻末参照）。NBS1878 株を作製する際、CFP
と FtsA の リ ン カ ー 領 域 と し て Gly-Ser-Ala-Gly-Ser-Ala-Gly-Ser 
-Ala-Ala-Gly-Ser-Gly を用いた。使用した primer と template を表記する。 
  primer template 
NBS1517 plsX-mutFor/plsX-His12 ORF Rev・plsX-His12 spc For/plsX-spcRev・plsX-23/plsX-24 wt168 genome・pSpc 
NBS1878 ftsA up For/ftsA up rev・ftsA spc for/ftsA spc rev・cfp for/cfp rev・ftsA orf For/ftsA orf Rev wt168 genome・pSpc・pDR200 
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第３節	 結果 
	  
１、NBS1517 株を用いた pull down assay 
	 Y2H 法の結果見出した、PlsX と FtsA の相互作用を確認するため、NBS1517 
(trpC2 plsX-his12 spc)を用いて in vivo での pull down assay を行った（巻末参照）。
プロトコールは奈良先端大学院大学・石川博士よりご教授していただいた 20。精
製したサンプルを SDS-PAGE で展開し、CBB 染色後、質量分析法を用いて各バ
ンドの同定を行った。質量分析に関しては北海道大学低温科学研究所・笠原博
士に依頼した。その結果、PlsX と複合体を形成する因子として、FtsA を同定し、
PlsX と FtsA との相互作用を再確認した（Fig.1_1）。その他にも、細胞分裂因子
である EzrA や DivIVA、代謝酵素である PgcA, PyrG, GlmS, GlpD, PckA, GuaA, 
GuaB, MetK, MurAA, MurD, MetA GapA, SucC, CitZ, GapB, Ndh, YumC, MurG、細
胞骨格様タンパク質である MreB, Mbl, RodZ などを同定した。一方で、Y2H 法
において PlsX と相互作用した DivIB, DivIC, FtsL は検出できなかった。 
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Fig.1_1 質量分析の結果 
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２、	 GFP-PlsX の細胞内局在の検証 
	 次に、PlsX の細胞内局在を検証するため PlsX の N 末端に GFP を融合した株
を作製した（NBS800）。この株は GFP-PlsX が amyE 領域から xylose 誘導で発現
するよう設計した。そこでまず、xylose を終濃度 0.5%になるよう LB 液体培地
に添加し、NBS800 株を培養した際の GFP-PlsX の発現量をウェスタンブロッテ
ィング解析（巻末参照）により検証した。その結果、抗 PlsX 抗体を用いて
GFP-PlsX を検出したところ、xylose 添加時のみ GFP-PlsX のバンドが検出できた
（Fig.1_2-1）。また、内在性の PlsX に対して GFP-PlsX は 39.2%ほどの発現量で
あり、GFP-PlsX の誘導量はある一定レベルに押さえられていることが分かった。
一方、抗 GFP 抗体を用いて GFP-PlsX を検出したところ、バンドは１つのみで
あり、GFP 単体（＊でマークした位置）や部分分解を受けたバンドは検出され
なかった。また、GFP-PlsX が PlsX の機能を相補できるか確認するため、NBS800
株においてネイティブな plsX を破壊した株（NBS1362 : trpC2  plsX::Pless-spc 
amyE::(Pxyl-gfp-plsX spc::cat)）を作製した。NBS1362 株は終濃度 0.5% xylose 添加
した LB 寒天培地（37℃）で生育できる一方で、xylose 非添加 LB 寒天培地にお
いては顕著な生育遅延を示した（Fig.1_2-2A）。また液体培地において NBS800
株と NBS1362 株は終濃度 0.5% xylose 添加した LB 液体培地（37℃）のおいて同
等の生育を示した（Fig.1_2-2B）。ウェスタンブロッティング解析の結果、
NBS1362 株においてインタクトな GFP-PlsX のみが発現していることを確認し
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Fig.1_2-1 抗 PlsX, GFP 抗体ウェスタンブロッティング解析の結果 
wt168 株、NBS800 株、NBS1362 株を LB 液体培地（条件に応じて終濃度 0.5%xylose を添加）、
37℃で対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)まで培養し、菌体破砕後（巻末参照）、各抗体を用いてウェ
スタンブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。＊は GFP 単体のバンド位置を示










	 	  




          
Fig.1_2-2 NBS1362 株の生育検定 
A. NBS1362 株を LB 寒天培地（終濃度 0.5%xylose を添加もしくは非添加：Xylose+, Xylose-）に
塗抹し、37℃で一晩培養した結果を示す。 
B. NBS800 株、NBS1362 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で培養した際の生
育曲線を示す。 
  20 





強度を定量化するため MetaMorph を用いて Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、
Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）を行った（Fig.1_2-3）。
その結果、1-6 矢印で示す部分は GFP-PlsX のピークが見られる一方で DAPI の
ピークは低いことから、核様体が存在しない部位に GFP-PlsX が局在しているこ
とが分かった。1,3,6 の矢印で示す部分は GFP-PlsX と FM4-64 のピークが一致し
ており GFP-PlsX が細胞極に局在していることが確認できた。また、2, 4 の矢印
で示す部分は細胞中央付近に位置しており、GFP-PlsX と FM4-64 のピークが一
致していることから、GFP-PlsX が隔壁に局在していることが分かった。5
の矢印で示す部分は GFP-PlsX のピークが見られる一方で FM4-64 のピー
クは見られないことから、GFP-PlsX が分裂予定域（核様体間に位置し、隔壁形
成が開始していない領域）に局在していることが分かった。また、同様の結果
が NBS1362 株においても得られ、GFP-PlsX の局在は内在性の PlsX に依存しな
いことが分かった（Fig.1_2-3）。 
 








Fig.1_2-3 NBS800, NBS1362 株における GFP-PlsX の局在 
NBS800 株、NBS1362 株を LB 液体培地（条件応じて終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増
殖中期(O.D.600=0.6-0.7)まで培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。左から、
FM4-64 で細胞膜を染色したもの、GFP-PlsX の局在、DAPI で核様体を染色したもの、それら３
つの画像をマージさせたもの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。また、NBS800、NBS1362
のマージ画像を Linescane したものを示す。 
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Fig.1_2-4 NBS1876 株における GFPA206K-PlsX の局在 
NBS1876 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)ま
で培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-3
と同様である。スケールバーは 5μm を示す。また、マージ画像を Linescane したものを示す。 
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 また、過去に抗 PlsX 抗体を用いた免疫蛍光染色法により PlsX の細胞内局在が
報告されている 12。しかし、GFP-PlsX の局在ほどクリアにドット状には見えず、
両者の間に差異があった。そこで、その原因を検証するためネイティブな PlsX 
の C 末端に HA タグを融合した株（NBS1009）を作製し、免疫蛍光染色法（巻





























         
Fig.1_2-5 NBS1009 株を用いた免疫蛍光染色法の結果 
A. NBS1009 株を LB 液体培地（1mM IPTG 添加）、37℃で培養した際の生育曲線を示す。 
B. NBS1009 株を LB 液体培地（1mM IPTG 添加）、37℃で培養、経時的にサンプリングし、菌体
破砕後（巻末参照）、抗 HA 抗体を用いてウェスタンブロッティング解析（巻末参照）を行った
結果を示す。また、インターナルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
C. NBS1009 株を LB 液体培地（1mM IPTG 添加）、37℃で対数増殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) まで培
養し、菌体を回収後、免疫蛍光染色法（巻末参照）を行った結果を示す。左から、PlsX-HA の局
在、DAPI で核様体を染色したもの、PC（明視野）の順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
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 過去に、免疫蛍光染色の過程で細胞固定処理により細胞膜の損傷が起き、細
胞膜局在の MinD の局在が異常になるという報告がある 22。GFP-PlsX の局在が
免疫蛍光染色の結果と異なる原因として、細胞固定処理により細胞膜の損傷が
おき人工的な局在が生じていると仮説をたてた。それを立証するため、NBS800
















            
Fig.1_2-6 細胞固定による GFP-PlsX の局在への影響 
	 NBS800 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)
まで培養し、回収後、固定前、固定後のサンプルを蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。ス
ケールバーは 5μm を示す。 
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 ここまでの結果から、NBS800 株を端緒として PlsX の局在を検証することの
正当性が立証できた。そこで次に、PlsX と FtsA が共局在するか検証することと
した。ネイティブな ftsA の N 末端に CFP を融合したコンストラクトを NBS800
株に導入した株（NBS1879）を作製し、蛍光顕微鏡を用いて観察した。観察は、
Fig.1_2-2 と同様の条件で行った。その結果、GFP-PlsX は CFP-FtsA は共局在す
ることが分かった。MetaMorph を用いた Linescane（Bule: CFP-FtsA の蛍光強度、
Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）により 2、4 の矢印で示
す隔壁や、3 の矢印で示す細胞極などにおいて両者のピークが重なることを確認
した（Fig.1_2-7）。一方で、1、5 で示す細胞極においては GFP-PlsX のピークが
見られたが、CFP-FtsA のピークは見られず、両者が常に挙動を共にしている訳
ではないことが分かった Fig.1_2-7）。また、＊で示す細胞中央付近においては
GFP-PlsX のピークが見られるが CFP-FtsA のピークは見られず、PlsX が FtsA に
先立って分裂予定域に局在することを示唆している（Fig.1_2-7）。 









     
Fig.1_2-7 NBS1879 株を用いた GFP-PlsX と CFP-FtsA の局在 
NBS1879 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)ま
で培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。左から、FM4-64 で細胞膜を染色し
たもの、GFP-PlsX の局在、CFP-FtsA、それら３つの画像をマージしたしたものを順に示す。ス
ケールバーは 5μm を示す。また、NBS800、NBS1362 のマージ画像を Linescane したものを示す。 
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３、	 PlsX の局在に対する FtsA、FtsZ の影響の検証 




観察を行うと、ftsA 破壊株においては Z-ring が形成できず細胞分裂異常を示すが
23、GFP−PlsX は核様体間に位置する潜在的な分裂予定域に局在していることが
分かった（Fig.1_3-1A）。また、MetaMorph を用いた Linescane（Bule: DAPI の蛍
光強度、Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）の結果も同様
であった（Fig.1_3-1A）。分裂予定期と GFP-PlsX が共局在する割合（GFP-PlsX
が局在している分裂予定域数／分裂予定域数）を検証したところ、野生株





















Fig.1_3-1 ftsA 破壊株（NBS1371）における GFP-PlsX の局在 
A. NBS1371 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、30℃で対数増殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) 
まで培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-3
と同様である。スケールバーは 5μm を示す。また、マージ画像を Linescane したものを示す。 
B. A の条件で観察する際に NBS1371 株の菌体を回収し、菌体破砕後（巻末参照）、各抗体を用
いてウェスタンブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。コントロールとして wt168
（NBS800）のサンプルを用いた。＊は GFP 単体のバンド位置を示している。また、インターナ
ルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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 次に、FtsZ による PlsX の局在への影響を検証するため、IPTG 依存的に FtsZ
を発現制御できる ftsZ 誘導株（NBS1341）を用いて、FtsZ の発現を制限した際
の GFP-PlsX の局在を観察した。終濃度 0.5% xylose、1mM IPTG 添加した LB 液
体培地（37℃）を用いて対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)まで培養したものをサン
プリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈されるよう菌体けんだく溶液を





T1.5 の細胞を観察したところ、IPTG 非添加条件（T1.5/IPTG-）でのみ Z-ring が
形成できず細胞分裂異常を示すが、GFP−PlsX は核様体間に位置する潜在的な分
裂予定域に局在していることが分かった（Fig.1_3-2B）。また、MetaMorph を用
いた Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX
の蛍光強度）の結果も同様であった（Fig.1_3-2B）。分裂予定域と GFP-PlsX が共
局在する割合も 91.7%（288/314）と、野生株（84.7%, 188/222）と同等であった。
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Fig.1_3-2 ftsZ 誘導株（NBS1341）における GFP-PlsX の局在 
A. NBS1341 株を終濃度 0.5% xylose、1mM IPTG 添加した LB 液体培地（37℃）を用いて対数増
殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) まで培養しものをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈




を示している。また、インターナルコントロールとして抗 WalR 抗体を用いた。 
B. NBS1341 株を上記（Fig.1_3-2A）の条件で培養し、T0/IPTG+、T1.5/IPTG-、T1.5/IPTG+のサン
プルを蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-3 と同様である。
スケールバーは 5μm を示す。また、マージ画像を Linescane したものを示す。 
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 PlsX が FtsZ に依存せず、分裂予定域に局在することを確かなものとするため、
FtsZ に結合し、FtsZ の重合を阻害する MciZ24を過剰発現した際の GFP-PlsX の
局在を検証することとした。mciZ 過剰発現株（NBS1583）は IPTG 添加によっ
てMciZを過剰発現が誘導できる。終濃度0.5% xylose添加したLB液体培地（37℃）
を用いて対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)まで培養したものをサンプリングし
（T0/IPTG-）、1/10 希釈されるよう菌体けんだく溶液を再度 IPTG 添加もしくは




域と GFP-PlsX が共局在する割合も 89.2%（312/350）と、野生株（84.7%, 188/222）
と同等であった。また、MetaMorph を用いた Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、
Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）の結果も同様であった
（Fig.1_3-3A）。ウェスタンブロッティング解析（巻末参照）の結果、GFP-PlsX
は全ての条件でインタクトなものだけが検出された（Fig.1_3-3B）。以上の結果
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Fig.1_3-3 mciZ 過剰発現株（NBS1583）における GFP-PlsX の局在 
A. NBS1583 株を終濃度 0.5% xylose を添加した LB 液体培地（37℃）を用いて対数増殖中期 
(O.D.600=0.6-0.7) まで培養したものをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈される
よう菌体溶液を再度 IPTG 添加もしくは非添加 LB 液体培地（終濃度 0.5% xylose添加）に植菌し、
1.5 時間培養後に再度サンプリングを行った（T1.5/IPTG-、T1.5/IPTG+）。T0/IPTG+、T1.5/IPTG+
の蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-3 と同様である。ス




コントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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在のみが観察できた。野生株（wild type, NBS800）と MciZ 過剰発現株
（NBS1583）における GFP-PlsX の局在を比較した結果を画像化したものでも
明らかであった（Fig.1_3-4）。これら結果の Movie は http://onlinelibrary.wiley. 
com/doi/10.1111/mmi.12457/abstract;jsessionid=B1A2A701CDCFF96FB23D883288A
AB6B5.f04t04 より閲覧可能である。結果から通常分裂時、Z-ring を形成してい
く過程で PlsX が Z-ring 上を移動しリング状に局在すると示唆された。 
 
	 以上の結果を基に、(A) Z-ring 形成非依存的に PlsX を分裂予定期に局在させる
機構、(B) 隔壁形成が完了するまで PlsX を隔壁形合成面に留まらせる機構の存
在が想起された。そこで、これらの機構に関して検証することとした。 




Fig.1_3-4 GFP-PlsX の局在を三次元像化した結果 
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４、	 Z-ring 形成非依存的に PlsX を分裂予定期に局在させる機構の検証 
	 DNA 複製は細胞周期において細胞分裂に先立って起きる現象であり、両者は
密接に共役している 25,26 27。そこで、DNA 複製を阻害させた際の PlsX の局在を
検証した。SirA は DNA 複製開始のマスターレギュレーターである DnaA に結合
し、DnaAがoriCに結合するのを阻害することで、DNA複製開始を阻害する 28 29。
sirA 過剰発現株（NBS1585）は IPTG 添加によって SirA を過剰発現が誘導でき
る。終濃度 0.5% xylose 添加した LB 液体培地（37℃）を用いて対数増殖中期
(O.D.600=0.6-0.7)まで培養しものをサンプリングし（T0/IPTG-）、1/10 希釈される
よう菌体けんだく溶液を再度 IPTG 添加もしくは非添加 LB 液体培地（終濃度





（Fig.1_4-1A）。また、MetaMorph を用いた Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、
Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）の結果も同様であった
（Fig.1_4-1A）。ウェスタンブロッティング解析（巻末参照）の結果、GFP-PlsX
は全ての条件でインタクトなものだけが検出された（Fig.1_4-1B）。以上の結果
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Fig.1_4-1 sirA 過剰発現株（NBS1585）における GFP-PlsX の局在 
A. NBS1585 株を終濃度 0.5% xylose を添加した LB 液体培地（37℃）を用いて対数増殖中期 
(O.D.600=0.6-0.7) まで培養したものをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈される
よう菌体けんだく溶液を再度 IPTG 添加もしくは非添加 LB 液体培地（終濃度 0.5% xylose 添加）
に植菌し、1.5 時間培養後に再度サンプリングを行った（T1.5/IPTG-、T1.5/IPTG+）。T0/IPTG+、
T1.5/IPTG-、T1.5/IPTG+の蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は





コントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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５、	 隔壁形成が完了するまで PlsX を隔壁合成面に留まらせる機構の検証 






PlsX の局在を検証した。MinC、MinD は Min system の構成因子であり、Z-ring
依存的に局在し、隔壁形成後期の Z-ring 収縮・崩壊に関与する 3。そのため、minCD
破壊株では隔壁形成が遅延し、野生株に比べ細胞が長くなる 3。minCD 破壊株
（NBS1365）において GFP-PlsX の局在を観察すると、PlsX は分裂予定域・隔壁・
細胞極に局在しているが、PlsX が局在していない分裂予定域が多く観察できた
（Fig.1_5-1A）。MetaMorph を用いた Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、Red: 
FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）の結果、1、3、4、6 で示す
矢印の分裂予定域（FM4-64 のピークが見られずまた、DAPI のピークの谷間と
なっている領域）において GFP-PlsX のピークが見られないことが分かる
（Fig.1_5-1A）。また、分裂予定域と GFP-PlsX が共局在する割合は 60.4%（119/197）
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Fig.1_5-1 minCD 破壊株（NBS1365）における GFP-PlsX の局在 
A. NBS1365 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) 
まで培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-3
と同様である。スケールバーは 5μm を示す。また、マージ画像を Linescane したものを示す。 
B. A の条件で観察する際に NBS1365 株の菌体を回収し、菌体破砕後（巻末参照）、各抗体を用
いてウェスタンブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。コントロールとして wt168
（NBS800）のサンプルを用いた。＊は GFP 単体のバンド位置を示している。また、インターナ
ルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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 一方で、Y2H 法や in vivo での pull down assay の結果から、MinC・MinD は PlsX
と直接相互作用しないことが示唆されており、MinC・MinD は間接的に PlsX の
局在制御に関与していることが考えられた。minCD 破壊株において Z-ring の収
縮が遅れることから、この遅延が PlsX の局在異常の原因であると推察した。そ
こで、この仮説を検証するため、minCD 破壊株において MciZ を過剰発現し、
Z-ring 形成を阻害した際の GFP-PlsX の局在を観察することとした。そのために、
minCD 破壊株に IPTG で mciZ の過剰発現を誘導できるコンストラクトを導入し
た株（NBS1875）を作製した。NBS1875 株を終濃度 0.5% xylose 添加した LB 液
体培地（37℃）を用いて対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)まで培養しものをサンプ
リングし（T0/IPTG-）、1/10 希釈されるよう菌体溶液を再度 IPTG 添加もしくは





り minCD 破壊の効果が抑圧されていた（Fig.1_5-2A）。また、MetaMorph を用い





のだけが検出された（Fig.1_5-2B）。以上の結果から、minCD 破壊による PlsX の
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Fig.1_5-2 minCD 破壊株（NBS1575）において 
MciZ を過剰発現した際の GFP-PlsX の局在 
A.NBS1575 株を用いた顕微鏡観察の結果を示す。観察は Fig.1_3-3 と同様の方法で行った。また、




ルとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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 minCD 破壊株における細胞分裂の遅延は LB 液体培地などの富栄養条件での
み見られる現象であり、S7 液体培地などの最少培地においてはその効果が抑圧
されることが報告されている 30。この知見を再度検証したところ、minCD 破壊
株において LB 液体培地で観察できる細胞伸長が、S7 液体培地では観察されな
いことが確認できた（Fig.1_5-3A）。この知見を用いて、PlsX の局在に対する
minCD 破壊の効果を再度検証することとした。S7 液体培地では xylose 添加によ
り培地組成をかえてしまう可能性があったので、thrC 領域から IPTG 添加により
gfp-plsX を発現誘導できる株（NBS1877）を作製した。まず、IPTG を終濃度 0.2mM







S7 液体培地（Fig.1_5-3D）の両方で GFP-PlsX は細胞極や隔壁、分裂予定域に局
在しており、NBS800 株を用いた場合と比較してその差異は見受けられなかった。




用いた Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: 
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GFP-PlsX の蛍光強度）の結果も同様であった（Fig.1_5-3C, D）。また、野生株
（NBS1877）における分裂予定域と GFP-PlsX が共局在する割合は、LB 液体培
地で 86.3%（158/183）、S7 液体培地で 93.3％（56/60）である一方で、minCD 破
壊株においては LB 液体培地で 63.7%（114/179）、S7 液体培地で 88.7％（55/62）
であった。minCD 破壊株においても、ウェスタンブロッティング解析（巻末参
照）の結果、GFP-PlsX は両培地条件でインタクトなものだけが検出された
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Fig.1_5-3 minCD 破壊株における GFP-PlsX の局在（S7 液体培地） 
A. 野生株（NBS1877）、minCD 破壊株（NBS1878）を LB・S7 液体培地において生育させた際の
細胞長を比較した結果を示す。サンプリングの時期は対数増殖中期(O.D.600=0.5)とした。細胞長
は MetaMorph を用いて計測した（細胞長を FM4-64 で染色した際の隔壁間の長さとする）。 
B. wt168 株、NBS1877 株、NBS1878 株を LB・S7 液体培地（終濃度 0.2mM IPTG を添加）、37℃
で対数増殖中期 (O.D.600=0.5) まで培養し、菌体破砕後（巻末参照）、各抗体を用いてウェスタン
ブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。また、インターナルコントロールとし
て抗 SigA 抗体を用いた。 
C. NBS1877 株、NBS1878 株を LB 液体培地（終濃度 0.2mM IPTG を添加）、37℃で対数増殖中期 
(O.D.600=0.5) まで培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方
法は Fig.1_2-3 と同様である。スケールバーは 5μm を示す。また、マージ画像を Linescane した
ものを示す。 
D. NBS1877 株、NBS1878 株を S7 液体培地（終濃度 0.2mM IPTG を添加）、37℃で対数増殖中期 
(O.D.600=0.5) まで培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方
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 PlsX は FtsA と相互作用する点から、隔壁合成面において FtsA が PlsX と相互
作用し、隔壁合成面に留まらせる役割をしていると推測した。この仮説を検証
するため、ftsA 過剰発現による PlsX の局在への影響を検証することとした。ま




度 0.2mM IPTG 添加 LB 寒天培地において顕著な生育阻害を示し、プレーティン
グ効率は IPTG 非添加寒天培地と比べ 3.24 ± 1.47 × 10−3 %まで低下していた
（Fig.1_5-4A）。LB 液体培地（37℃）を用いて、NBS1569 株を対数増殖中期
(O.D.600=0.6-0.7)まで培養しものをサンプリングし（T0/IPTG-）、1/10 希釈される
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Fig.1_5-4 ftsA を過剰発現させた際の細胞分裂への影響  
A. NBS1569 株を LB 寒天培地（終濃度 0.2mM IPTG を添加もしくは非添加：IPTG+, IPTG -）に
塗抹し、37℃で一晩培養した結果を示す。 
B. NBS1569 株を LB 液体培地（37℃）を用いて対数増殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) まで培養したも
のをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈されるよう菌体けんだく溶液を再度 IPTG
添加もしくは非添加 LB 液体培地に植菌し、3 時間培養後に再度サンプリングを行った（T3/IPTG-、
T3/IPTG+）。T0/IPTG+、T3/IPTG-、T3/IPTG+の蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写




また、インターナルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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 次に大腸菌と同様に、ftsA 過剰発現時に Z-ring の過度な安定化が誘導されるか




希釈されるよう菌体けんだく溶液を再度 IPTG 添加もしくは非添加 LB 液体培地




常な Z-ring 形成が確認できた（Fig.1_5-4A）。また、MetaMorph を用いた Linescane
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Fig.1_5-5 ftsA 過剰発現株（NBS1578）における GFP-FtsA の局在  
A. NBS1578 株を LB 液体培地（37℃）を用いて対数増殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) まで培養したも
のをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈されるよう菌体溶液を再度 IPTG 添加
もしくは非添加 LB 液体培地に植菌し、3 時間培養後に再度サンプリングを行った（T3/IPTG-、
T3/IPTG+）。T0/IPTG+、T3/IPTG-、T3/IPTG+のサンプルを蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。
左から、FM4-64 で細胞膜を染色したもの、GFP-FtsA の局在、DAPI で核様体を染色したもの、




また、インターナルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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 次に、ftsA 過剰発現株に GFP-PlsX が amyE 領域から xylose 誘導できるコンス
トラクトを導入した株を用いて、ftsA 過剰発現による PlsX の局在への影響を検
証することとした。LB 液体培地（終濃度 0.5% xylose 添加）を用いて、37℃で
NBS1579 株を対数増殖中期(O.D.600=0.6-0.7)まで培養しものをサンプリングし
（T0/IPTG-）、1/10 希釈されるよう菌体けんだく溶液を再度 IPTG 添加もしくは





を用いた Linescane（Bule: DAPI の蛍光強度、Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: 
GFP-FtsA の蛍光強度）の結果も同様であった（Fig.1_5-6A）。抗 GFP 抗体を用い
たウェスタンブロッティング解析（巻末参照）の結果、GFP-PlsX は全ての条件
でインタクトなものだけが検出された（Fig.1_5-6B）。また、NBS1882 株を用い




Linescane（Bule: CFP-FtsA の蛍光強度、Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-FtsA
の蛍光強度）の結果も同様であった（Fig.1_5-7）。これらの結果から、Z-ring 形
成後、FtsA が PlsX と相互作用し、隔壁形成が完了するまで PlsX を留まらせて
いることが示唆された。 
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Fig.1_5-6 ftsA 過剰発現株における GFP-PlsX の局在  
A. NBS1579株をLB液体培地（終濃度0.5% xylose添加）において37℃で	 対数増殖中期 (O.D.600= 
0.6-0.7) まで培養したものをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈されるよう菌
体けんだく溶液を再度 IPTG 添加もしくは非添加 LB 液体培地（終濃度 0.5% xylose 添加）に植菌
し、3 時間培養後に再度サンプリングを行った（T3/IPTG-、T3/IPTG+）。T0/IPTG+、T3/IPTG-、
T3/IPTG+のサンプルを蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は




また、インターナルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 





Fig.1_5-7 ftsA 過剰発現株における GFP-PlsX、CFP-FtsA の局在性  
NBS1579 株を LB 液体培地（終濃度 0.5% xylose 添加）において 37℃で	 対数増殖中期 (O.D.600= 
0.6-0.7) まで培養したものをサンプリングし（T0/IPTG+）、wash out 後、1/10 希釈されるよう菌
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 minCD 破壊株おいて、Z-ring の収縮・崩壊が遅延するため FtsA が合成途中の
隔壁面や細胞極に留まっていることが報告されている 32。そこで、FtsA が PlsX
と相互作用し、隔壁形成が完了するまで PlsX を留まらせていることを確かのも
のとするため、minCD 破壊株（NBS1881）において GFP-PlsX と CFP-FtsA が共
局在しているか検証した。その結果、GFP-PlsX と CFP-FtsA は 1、3 で示す矢印
の細胞極や隔壁において共局在していることが分かった（Fig.1_5-8）。また、
MetaMorph を用いた Linescane（Bule: CFP-FtsA の蛍光強度、Red: FM4-64 の蛍光
強度、Green: GFP-PlsX の蛍光強度）の結果も同様であった（Fig.1_5-8）。これら
の結果から、PlsX が次の分裂予定期に移行するためには、MinC・D などによる
Z-ring の崩壊が必要であり、FtsA が PlsX と相互作用し、隔壁形成が完了するま
で PlsX を留まらせていること支持するものである。 
	 さらに、抗生物質である 3-Methoxybenzamide （3-MBA）を用いて野生株にお
いて Z-ring の安定化を誘導した場合の GFP-PlsX の局在を検証することにした。
3-MBA は FtsZ に結合し、FtsZ の GTPase 活性を阻害することで Z-ring の収縮を
阻害し（スポット状や螺旋状の形態をとる）、細胞分裂異常を引き起こすことが
報告されている 33,34。NBS1879 株において 3-MBA を終濃度 10 mM になるよう添
加し、添加１時間後に顕微鏡観察を行った。その結果、3-MBA 添加により細胞
分裂異常が誘導されており、GFP-PlsX と CFP-FtsA が細胞側面に凝集し、スポ
ット上に局在していることが分かった（Fig.1_5-9）。また、MetaMorph を用いた
Linescane（Bule: CFP-FtsA の蛍光強度、Red: FM4-64 の蛍光強度、Green: GFP-PlsX
の蛍光強度）の結果も同様であった（Fig.1_5-9）。 
	 これらの結果から、Z-ring 形成の過程において、FtsA が PlsX と相互作用し、
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Fig.1_5-8 minCD 破壊株（NBS1881）における GFP-PlsX、CFP-FtsA の局在性 
A. NBS1881 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増殖中期 (O.D.600=0.6-0.7) 
まで培養し、回収後、蛍光顕微鏡により観察した結果を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-7
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Fig.1_5-9 3-MBA 処理後の GFP-PlsX、CFP-FtsA の局在性 
A. NBS1879 株を LB 液体培地（終濃度 0.5%xylose を添加）、37℃で対数増殖中期 (O.D.600=0.3) ま
で培養、終濃度 10 mM 3-MBA を添加し、さらに１時間培養後、蛍光顕微鏡により観察した結果
を示す。顕微鏡写真の表記方法は Fig.1_2-7 と同様である。スケールバーは 5μm を示す。また、
マージ画像を Linescane したものを示す。 
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第 4 節	 考察 
 
	 本章の結果より、まず in vivo の pull down assay により PlsX が FtsA と複合体
を形成していることを明らかとした。相互作用が確認できた FtsA の細胞内挙動
を PlsX と比較し、また細胞周期の時系列に従って解析した結果、１）PlsX は分
裂予定域に Z-ring 形成に先立って局在し、その後 FtsA と共局在すること、２）
この局在には Z-ring 形成を必要としない一方で、DNA 複製開始がチェックポイ
ントとして機能していること、３）一旦隔壁形成が開始されると PlsX は FtsA に
よって隔壁合成面にトラップされ、隔壁合成完了後、Z-ring の崩壊とともに次の
分裂予定域に局在することを明らかとした。大腸菌において、複数の脂質合成
酵素が FtsZ 非依存的に分裂予定域に局在していることが報告されており 35、脂
質合成酵素が Z-ring 形成に先立って分裂予定域に局在することはバクテリア一
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 Strain    Genetic markers Source/reference 
Strains 




trpC2  Laboratory stock 
NBS367 
 
trpC2  aprE::(PftsAZ-gfp-ftsZ cat) YK065→168 
NBS402 
 
trpC2  PftsAZ-ftsA-gfp-cat pFTSA8G→168 
NBS1010 
 
trpC2  plsX103 [D59G, L104S] spc  This study 
NBS1011 
 
trpC2  plsX::pMT3plsX (Pspac-plsX erm ) fabD::pfabD15(PrepU-neo-fabD-fabG ) NBS402→NBS1014 
  




trpC2  plsX::pMT3plsX (Pspac-plsX erm ) fabD::pfabD15(PrepU-neo-fabD-fabG ) NBS367→NBS1014 
  




trpC2  plsX::pMT3plsX (Pspac-plsX erm ) fabD::pfabD15(PrepU-neo-fabD-fabG ) BYH12→168 
NBS1327 
 
trpC2  plsX spc This study 
NBS1328 
 
trpC2  plsX [D59G] spc  This study 
NBS1329 
 
trpC2  plsX [L104S] spc This study 
NBS1372 
 
trpC2 plsX spc amyE::(PftsAZ-gfp-ftsZ cat) NBS1327→NBS367 
NBS1373 
 
trpC2 plsX103 [ D59G, L104S ] spc aprE::(PftsAZ-gfp-ftsZ cat) NBS1010→NBS367 
NBS1374 
 
trpC2 plsX spc, PftsAZ-ftsA-gfp-cat NBS1327→NBS402 
NBS1375 
 
trpC2 plsX103 [ D59G, L104S ] spc PftsAZ-ftsA-gfp cat NBS1010→NBS402 
NBS1398 
 
plsC-C∆7 spc unpublished strain 
NBS1399 
 
plsC spc unpublished strain 
PMYNES 
 
plsY::pMutin [Pspac-plsY erm] 14 
BYH12 
 
plsX::pMT3plsX (Pspac-plsX erm ) fabD::pfabD15(PrepU-neo-fabD-fabG ) 14 
YK065 
 
CRK6000 aprE::(PftsAZ-gfp-ftsZ cat) Y.Kawai (unpublish) 
Escherichia coli 
   
DH5α 
 
F‐ φ80lacZΔM15 Δ(lacZYAargF)U196 recA1 endA1 hsdR17 (rK‐, mK+)  Invitrogen 
  
phoAsupE44 λ‐ thi1 
 
    
  64 
 Plasmids    Genetic markers Source/reference 
pGFP7C 
 
bla gfp cat 37 
pFTSA8G 
 
PftsAZ-ftsA-gfp cat This study 
 
２、	 使用 Primer 
Primer   Primer sequence (5'-3') 



































KOD-plus- DNA polymerase  	 	 	 	    （東洋紡績株式会社） 
Ex Taq DNA polymerase      	 	 	 	   （宝酒造株式会社） 
T4 DNA ligase kit	          	 	 	 	    （宝酒造株式会社） 
BamHI	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 	 	 	   （宝酒造株式会社） 
EcoRI	 	 	 	 	 	 	 	 	      	 	 	 	  （宝酒造株式会社） 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System  （Promega） 
 
４、	 培地 
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LB 培地：枯草菌及び大腸菌の培養（巻末参照） 
 
５、	 枯草菌からの染色体 DNA の抽出（巻末参照） 
６、	 クローニング条件 
	 クローニング PCR は全て KOD-plus- DNA polymerase を用いて増幅した。また





作製した plasmid primer template plasmid 制限酵素 
pFTSA8G ftsA5’-EcoRI/ftsA3’-BamHI wt168 genome pGFP7C BamHI, EcoRI 
 
７、	 plsX 温度感受性変異株の取得方法 
	 リコンビナント PCR を用いて取得を試みた。使用した primer を以下に表記す
る。PCR は全て Ex Taq DNA polymerase を用いて行った。作製したリコンビナン
ト断片を枯草菌のコンピテントセルに形質転換（巻末参照）し、LB 寒天培地（終
濃度 100μg/ml スペクチノマイシン）にプレーティングし、30℃で O/N。翌日、
形質転換体を２枚の LB 寒天培地（終濃度 100μg/ml スペクチノマイシン）にレ
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  使用 Primer 鋳型 備考 
plsX 上流領域 plsX-11/plsX-12 wt168 genome 通常 PCR、伸長時間：1min 
plsX ORF plsX-mutFor/plsX-mutRev wt168 genome 終濃度 2.5mM MgCl2m 加える、伸長時間：1min 
spc 断片 plsX-spcFor/plsX-spcRev pSpc 通常 PCR、伸長時間：1min 
plsX 下流領域 plsX-23/plsX-24 wt168 genome 通常 PCR、伸長時間：1min 
recombinat 断片 plsX-11/plsX-24 
plsX 上流領域/plsX ORF/ 
spc 断片/plsX 下流領域 
通常 PCR、伸長時間：4min、アニーリング温度：
50℃ 
※通常 PCR は巻末を参照。 
 
 




１、	 plsX 温度感受性変異株の取得と解析 
	 細胞分裂に対する PlsX の機能を検証するため、PCR を用いた人為的変異導入
法により plsX 温度感受性変異株の取得を試みた。コントロールとして plsX 下流
にスペクチノマイシン耐性遺伝子（spc）を導入した株を作製し、極性効果によ
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Fig.2_1-1 plsX 温度感受性株の生育検定 
wt168 株、NBS1010 株（plsX103）、NBS1327 株（plsX spc）、NBS1328 株（plsXD59G）、NBS1329
（plsXL104S）を LB 寒天培地に塗抹し、各温度で一晩培養した結果を示す。 
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 次に、plsX103 株（NBS1010）を制限温度下で生育させた際の細胞分裂への影













であった。また、制限温度移行前・移行 1 時間後（T0, T1）にける PlsX の発現
量を、抗 PlsX 抗体を用いたウェスタンブロッティング解析によって検証した。
その結果、移行前（T0）はコントロール株（NBS1327）と plsX103 株間で発現量
に違いは見られなかったが、移行 1 時間後（T1）、plsX103 株において発現量の
低下が起きていることが分かった（Fig.2_1-2D）。これらの結果から、PlsX は正
常な細胞分裂に必須であり、plsX103 株（NBS1010）の温度感受性は PlsX の細
胞内量が低下することで引き起こされることが分かった。 
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Fig.2_1-2 plsX103 変異による細胞分裂への影響 
A. NBS1010 株（plsX103, ■）、NBS1327 株（plsX spc, ●）の生育曲線。各株を LB 液体培地に
O.D.600=0.05 になるよう植菌し 1 時間 30℃で培養後、45℃に移行させ経時的に生育を測定した。 
B. NBS1010 株（plsX103）、NBS1327 株（plsX spc）を Fig.2_1-2A の培養条件で培養し、制限温度
移行前・移行 1 時間後（T0, T1）の細胞形態を観察した結果を示す。画像はすべて DAPI 染色と
FM4-64 染色の写真をマージさせたものである。スケールバーは 5μm を示す。 
C.制限温度移行前・移行 1 時間後（T0, T1）の各株の細胞長を、MetaMorph を用いて計測した（細
胞長を FM4-64 で染色した際の隔壁間の長さとする）。 
D. 制限温度移行前・移行 1 時間後（T0, T1）の各株を回収し、菌体破砕後（巻末参照）、各抗体
を用いてウェスタンブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。また、インターナ
ルコントロールとして抗 SigA 抗体を用いた。 
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 次に、plsX103 株（NBS1010）が制限温度下で細胞分裂異常を示す原因を探索
するため、制限温度での FtsA, FtsZ の局在を観察した。ftsA-gfp 及び gfp-ftsZ を自
身のプロモーターから発現できるコンストラクトを plsX103 株（NBS1010）及び









移行前・移行 1 時間後（T0, T1）にける FtsA-GFP 及び GFP-FtsZ の発現量を、抗
GFP 抗体を用いたウェスタンブロッティング解析によって検証した。その結果、
移行前（T0）はコントロール株（NBS1372, NBS1374）と plsX103 株（NBS1375, 
NBS1373）間で FtsA-GFP 及び GFP-FtsZ の発現量に違いは見られなかったが、
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Fig.2_1-3 plsX103 変異による Z-ring 形成への影響 
A. NBS1372, NBS1374 株を Fig.2_1-2A の培養条件で培養し、制限温度移行前・移行 1 時間後（T0, 
T1）の FtsA-GFP 及び GFP-FtsZ の局在を観察した結果を示す。左から各 GFP の局在、DAPI と
GFP の局在をマージさせたものの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
B. NBS1373, NBS1375 株を Fig.2_1-2A の培養条件で培養し、制限温度移行前・移行 1 時間後（T0, 
T1）の FtsA-GFP 及び GFP-FtsZ の局在を観察した結果を示す。左から各 GFP の局在、DAPI と
GFP の局在をマージさせたものの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
C. 制限温度移行前・移行 1 時間後（T0, T1）の各株を回収し、菌体破砕後（巻末参照）、抗 GFP
抗体を用いてウェスタンブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。＊は GFP 単体
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２、	 PlsX の発現量を制限した際の細胞分裂への影響 
	 細胞分裂に対する PlsX の機能を別の方法で検証するために、plsX 誘導株
（NBS1014）を用いて PlsX の発現量を制限した際の細胞分裂への影響を検証し
た。plsX 誘導株（NBS1014）は IPTG 誘導プロモーター（Pspac）制御下に plsX が
存在しており、IPTG 非添加 LB 培地で培養すると培養１時間で生育が停止する






を示すことが分かった（Fig.2_2-1C, D）。また、plsX 誘導株（NBS1014）に ftsA-gfp
及びgfp-ftsZを自身のプロモーターから発現できるコンストラクトを導入した株
（NBS1011, NBS1012）を作製し、PlsX の発現量を制限した際の FtsA-GFP 及び
GFP-FtsZ の局在を観察した。その結果、IPTG 非添加条件においては FtsA-GFP、
GFP-FtsZ 共に局在に異常は見られず、正常に Z-ring を形成していることが分か
った（Fig.2_2-2A）。一方で、IPTG 添加条件においては GFP の蛍光が全体に広
がってしまい、FtsA-GFP、GFP-FtsZ どちらの場合で観察した場合も Z-ring 形成
が阻害されているのが分かった（（Fig.2_2-2B）。また、IPTG 添加及び非添加条
件における FtsA-GFP 及び GFP-FtsZ の発現量を、抗 GFP 抗体を用いたウェスタ
ンブロッティング解析によって検証した。その結果、IPTG 添加条件と比較して
非添加条件において FtsA-GFP 及び GFP-FtsZ の発現量の低下が起きていること
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が分かった（Fig.2_2-3）。これらの結果から、PlsX の発現量を制限させると細胞













  77 
 
Fig.2_2-1 PlsX の発現を制限した際の細胞分裂への影響 
A. NBS1014 株を IPTG 添加（○）及び非添加（●）LB 液体培地で培養した際の生育曲線の結果
を示す。NBS 1014 株を終濃度 1 mM IPTG 添加及び非添加 LB 液体培地に O.D.600=0.05 になるよ
う植菌し 37℃で培養、経時的に生育を測定した。 
B. NBS1014 株を Fig.2_2-1A の培養条件で培養し、培養 1.5 時間後の細胞形態を観察した結果を
示す。左から、FM4-64 で細胞膜を染色したもの、DAPI で核様体を染色したもの、それら２つ
の画像をマージさせたもの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
C. 培養 1.5 時間後のの各株を回収し、菌体破砕後（巻末参照）、抗 PlsX 抗体を用いてウェスタ
ンブロッティング解析（巻末参照）を行った結果を示す。また、インターナルコントロールと
して抗 SigA 抗体を用いた。 
D. 培養 1.5 時間後の各株の細胞長を、MetaMorph を用いて計測した（細胞長を FM4-64 で染色
した際の隔壁間の長さとする）。 
 













Fig.2_2-2 PlsX の発現を制限した際の Z-ring 形成への影響 
A. NBS1011, NBS1012 株を Fig.2_2-1 の培養条件（IPTG 添加条件）で培養し、培養１.5 時間後の
細胞を回収し、FtsA- GFP 及び GFP-FtsZ の局在を観察した結果を示す。左から各 GFP の局在、
DAPI と GFP の局在をマージさせたものの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
B. NBS1011, NBS1012 株を Fig.2_2-1 の培養条件（IPTG 非添加条件）で培養し、培養１.5 時間後
の細胞を回収し、FtsA- GFP 及び GFP-FtsZ の局在を観察した結果を示す。左から各 GFP の局在、
DAPI と GFP の局在をマージさせたものの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
C. NBS1011, NBS1012 株を Fig.2_2-1 の培養条件（IPTG 添加条件）で培養し、培養１.5 時間後の
細胞を回収し、菌体破砕後（巻末参照）、抗 GFP 抗体を用いてウェスタンブロッティング解析（巻
末参照）を行った結果を示す。＊は GFP 単体のバンド位置を示している。また、インターナル
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３、	 細胞分裂に対する他の脂質合成酵素の影響 
	 PlsX による細部分裂への影響が脂質合成酵素に一般的なのかそれとも PlsX
に特異的なのか検証するため、細胞分裂に対する他の脂質合成酵素（PlsY, PlsC）
の影響を検証することにした。PlsY は脂質代謝において PlsX の一つ下流に位置
し、生育に必須な脂質合成酵素である 40。そこで plsY 誘導株（PMYNES）を用
いて PlsY の発現量を制限した際の細胞分裂への影響を検証した。plsY 誘導株






	 また、PlsC は脂質代謝において PlsY の一つ下流に位置し、生育に必須な脂質
合成酵素である 40。そこで PlsC の C 末端の 7 アミノ酸を欠失すると温度感受性
を示すことが報告されている 13。そこで、plsC 温度感受性変異株（plsCΔ7, 
NBS1398）を用いて制限温度下で培養した際の細胞分裂への影響を検証した。
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Fig.2_3-2 plsY の発現量を発現量を制限した際の細胞分裂への影響 
A. PYNES 株を IPTG 添加（○）及び非添加（●）LB 液体培地で培養した際の生育曲線の結果を
示す。PYNES 株を終濃度 1 mM IPTG 添加及び非添加 LB 液体培地に O.D.600=0.05 になるよう植
菌し 37℃で培養、経時的に生育を測定した。 
B. PYNES 株を Fig.2_1-2 の培養条件で培養し、培養 2 時間後の細胞形態を観察した結果を示す。
左から、FM4-64 で細胞膜を染色したもの、DAPI で核様体を染色したもの、それら２つの画像
をマージさせたもの順に示す。スケールバーは 5μm を示す。 
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Fig.2_3-3 plsCΔ7 変異による細胞分裂への影響 
A. NBS1398 株（plsCΔ7, ○）、NBS1399 株（plsC spc, ●）の生育曲線。各株を LB 液体培地に
O.D.600=0.05 になるよう植菌し、1 時間 30℃で培養後、49℃に移行させ経時的に生育を測定した。 
B. NBS1398 株（plsCΔ7）、NBS1399 株（plsC spc）を Fig.2_3-2A の培養条件で培養し、制限温度
移行前・移行 2 時間後の細胞形態を観察した結果を示す。画像はすべて DAPI 染色と FM4-64 染
色の写真をマージさせたものである。スケールバーは 5μm を示す。 















様の結論に至った。PlsX の機能を制限すると Z-ring 形成が阻害される原因とし
て、FtsA の局在異常が観察できたことから、Z-ring 時に FtsZ を膜にアンカーす
る FtsA が正常に作用していないことが考えられる。FtsZ の分裂予定域への局在
にはFtsAが必須であり 23、またFtsAはC末端のMTS（Membrane targeting sequence）
というドメインを介して細胞膜に局在していることが報告されている 41。また、
近年の報告で枯草菌において酸性リン脂質が細胞側面を螺旋状に局在しており、
それに沿うように MTS を介して FtsA が局在していることが示唆されている 42。
これは FtsZ や FtsA が細胞内で螺旋状に局在するという報告と一致する 43。第１
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的・生化学的解析を行うことにより、細胞機能ネットワークの全貌解明に大き
く貢献することが期待できる。 
	 近年、Leaver らにより細胞壁を欠損した枯草菌 L-form の遺伝学的な解析に成




脂肪酸の伸長反応を触媒する FabF と競合的にアシル ACP に結合し、膜リン脂
質に取り込むことで脂肪酸側鎖の長さを選択し、細胞膜の流動性を規定してい
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＜巻末＞  
１、LB 寒天培地（800 ml）  
	 Tryptone peptone（Difco Laboratries）   8 g 
	 Yeast extract（Difco Laboratries）  4 g 
	 NaCl（Difco Laboratries）   4 g 
	 細菌用粉末寒天（日水製薬株式会社）  12 g 
	 H2O    800 ml 




2、LB 液体培地（100 ml）  
Tryptone peptone（Difco Laboratries）   1 g 
	 Yeast extract（Difco Laboratries）  1 g 
	 NaCl（Difco Laboratries）   0.5 g 
	 H2O    100 ml 
上記の材料を 100ml 試薬ビンに混ぜ、オートクレーブで 121℃・20 分滅菌する。 
 
3、30% Xylose 溶液 (100ml) 
Xylose(MW:150.13)を 30g 測りとり、あらかじめ milliQ を 50ml 程度入れておいた 100ml ビ
ーカーにいれ、溶かす。マグネチックスターラーを使用する。溶解後、洗い込みながら、
100ml に fill up。オートクレーブ 121℃・15 分で滅菌する。 
 
4、Amp（100 mg/ml）  
	 ｱﾝﾋﾟｼﾘﾝﾅﾄﾘｳﾑ（明治製菓株式会社）	 	 	 	    1 g 
	 H2O  	        	 	  	 	 	 	 	 	 10 ml 
使用済み CORNIG チューブ（オートクレーブ済み）に計り取り H2O を加え、 Vortex 溶解
後フィルター滅菌（0.45μm）し 1.5 ml チューブに分注して‐30℃に保存。 
 
5、Km（50 mg/ml）  
ｶﾅﾏｲｼﾝ-硫酸塩（ﾅｶﾗｲﾃｸｽ株式会社）           0.5 g 
	 H2O                                       10 ml 
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使用済み CORNIG チューブ（オートクレーブ済み）に計り取り H2O を加え、 Vortex 溶解
後フィルター滅菌（0.45μm）し 1.5 ml チューブに分注して‐30℃に保存。 
 
6、Spc（100 mg/ml）  
	 ｽﾍﾟｸﾁﾉﾏｲｼﾝ（ﾅｶﾗｲﾃｸｽ株式会社）       1 g 
	 H2O  10 ml 
使用済み CORNIG チューブ（オートクレーブ済み）に計り取り H2O を加え、 Vortex 溶解
後フィルター滅菌（0.45μm）し 1.5 ml チューブに分注して‐30℃に保存。 
 
7、Cm（5 mg/ml）  
	 ｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺｰﾙ（ﾅｶﾗｲﾃｸｽ株式会社）              0.05 g 
	 99.5% EtOH                               10 ml 
TPP 15 ml チューブに計り取り、99.5% EtOH を加え、Vortex 溶解後‐30℃に保存。 
 
8、Em（1 mg/ml）  
	 ｴﾘｽﾛﾏｲｼﾝ（ﾅｶﾗｲﾃｸｽ株式会社）       0.01 g 
	 99.5% EtOH         10 ml 
TPP 15 ml チューブに計り取り、99.5% EtOH を加え、Vortex 溶解後‐30℃に保存。 
 
9、IPTG（1 M）  
	 Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (dioxane free) （宝酒造株式会社） 2.38 g 
	 H2O 	        	 	  	 	 	 	 	 	                          10 ml 
使用済み CORNIG チューブ（オートクレーブ済み）に計り取り H2O を加え、 Vortex 溶解
後フィルター滅菌（0.45μm）し 1.5 ml チューブに分注して‐30℃に保存。 
使用濃度は 0.1 mM から 10 mM の範囲が妥当である。 
 
 
10、RNase（10 mg/ml）  
	 Ribonuclease A（SIGMA）     10mg 
  1M Tris-HCl（pH7.5）      10μl 
1M NaCl                      15μl 
H2O                         975μl 
よく混ぜて溶かした後、100℃,15min incubate し室温でゆっくり常温に戻す。 
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11、Lysozyme (10mg/ml) 
	 Lysozyme                 10mg 
	 10mM Tris-HCl (pH8.0)    1ml 
用事調整で溶解して使用する。 
 
12、10% SDS（100ml）  
  SDS（ﾅｶﾗｲﾃｸｽ株式会社）  10g 
Sodium dodecyl sulfate = Sodium lauryl sulfate 
試薬ビンをオートクレーブにかけ、乾燥させておく。適当な大きさのビーカーに SDS   を
10g 入れ、加温しながら（高温不可・50-60℃まで）H2O で（Volume が出やすいため注意）
溶かす。マグネチックスターラーを使用する。溶解後、洗い込みながら、100ml に fill up・
フィルター滅菌で滅菌乾燥した試薬ビンに入れる。 
 
13、TES buffer（100 ml）  
TES（100 ml） 
	 Sucrose25 g 
	 1M Tris- HCl5 ml 
  EDTA 
 
14、0.5M EDTA（pH8.0）（500 ml）  
 EDTA-3Na（FW=412.24）（ﾅｶﾗｲﾃｸｽ株式会社） 103.06 g 
ビーカー中の適当量 H2O（約 350 ml）でマグネチックスターラーを回して、10 N NaOH（約
5 ml）で pH を調整して溶解した後メスシリンダーで 500 ml に fill up、試薬ビンに移して
オートクレーブする。 
 
15、1M Tris-HCl（100ml）  
TRIZMA HCl（SIGMA） 0.444g 
TRIZMA Base（SIGMA） 0.265g 
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  Tris Base（SIGMA）                        242g 
  Acetic acid（関東化学株式会社）            57.1ml 
  0.5M EDTA（調製法：別紙参照）            100ml(pH8.0) 
  1L のビーカーに 500-600ml の milliQ、Tris-Base を入れてスターラーで撹拌。吸熱反応の
ため、温めると溶けやすくなる。酢酸（発熱反応）と、EDTA を加えて 1000ml に fill up す
る。（オークレなし） 
 
17、10×MM <Minimal Medium>（250 ml）  
	 K2HPO4（関東化学株式会社）    35 g 
  KH2PO4（関東化学株式会社）    15 g 
  (NH4)2SO4（関東化学株式会社）    5 g 
  Trisodium Citrate Dihydrate（関東化学株式会社） 2.5 g 
ビーカーに約 100 ml の水とスターラーを入れておき、上記の試薬を加えて撹拌しながら溶
解する。メスシリンダーに洗いこみながら移して 250 ml に fill up し、試薬ビンに移してオ





終濃度 1nM になるように使用。 
 
19、DAPI 














２．LB 液体培地に O.D=0.05 になるように植菌。 
３．37℃で数時間培養。(1.5h) 
４．集菌(8000rpm 2min)し、上清を捨てる。 
５．LB 液体培地 1000μℓを加え、ボルテックスにより菌体を溶かす。 ※1 本のエッペンに
洗いこむ。 
６．そこに、13% paraformaldehyde solution を 240μℓ加え、転倒攪拌。 
７．20min 静置する。(r.t)	 ←Paraformaldehyde 固定 
※過去に報告されている固定法: 培養液に固定液（終濃度 2.6%パラホルムアルデヒド、終濃度
0.006%グルたるアルデヒド、30mM リン酸ナトリウムバッファー、pH7.4）を添加し 30 分間室
温で固定、その後 30 分間氷上で固定。 
８．PBS 500μℓを加え、転倒攪拌。集菌(15000rpm 1min)し、上清を捨てる。 
９．PBS 500μℓを加え、ボルテックスにより菌体を溶かす。 
１０．集菌(8000rpm 1min)し、上清を捨てる。 




１３・50μℓの懸濁液を新しい 1.5ml エッペンチューブに移す。 
１４．1500μℓの methanol(-30℃)を加え、しっかりボルテックスする。 
１５．アイスボックスにさして、-30℃のフリーザーに入れる。	 ←Methanol 固定 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 ※固定時間は用事調整。(5min) 
１６．集菌(8000rpm 1min)し、上清を捨てる。 
１７．PBS wash を行う。 
１８．PBS(including 10 mM EDTA, pH8.0)を 450μℓ加え、ボルテックスにより菌体を溶
かす。 
１９．2mg/ml lysozyme を 50μℓ加え、ローテーターにセットし 10min 回す。	 ←Lysozyme
処理 
２０．PBS を 500μℓ加え、ボルテックス。 
２１．集菌(8000rpm 1min)し、上清を捨てる。	 ※これ以降の遠心は全て 8000rpm。 
２２．PBS wash を行う。 
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２３．2%BSA-PBS buffer を 180μℓ加え、ボルテックスにより菌体を溶かす。 
２４．ローテーターにセットし 10min 回す。	 ←Bloking 
２５．Primary antibody(α-HA/10 % : 20μℓ, α-FtsZ/1 % : 10μℓ,)を加え、ボルテックス。 
２６．ローテーターにセットし、4℃で 1h。	 ←Primary antigen-antibody reaction 
２７．PBS を 500μℓ加え、ボルテックス。 
２８．集菌(8000rpm 1min)し、上清を捨てる。 
２９．PBS wash を行う。×２	  
３０．2%BSA-PBS buffer を 450μℓ加え、ボルテックスにより菌体を溶かす。 
３１．ローテーターにセットし 10min 回す。	 ←Bloking 
３２．二次抗体を 1μℓ加え、ボルテックス。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     	 ※これ以降の作業は遮光。 
３３．ミニローテーターにセットし、遮光して 1h 回す。	 ←Secondary antigen-antibody 
reaction 





	 ○13% paraformaldehyde solution (pH 7.4) 
	 	 	 	 	 ・16% paraformaldehyde : 1ml 
            →TPP に 1.6g の paraformaldehyde を計り取り、9ml の milliQ を加える。
そこに NaOH を 90μ 
	 	 	 	 	 	 	 ℓ加え、温めながら 1h かけて溶かす。溶け残りがあるので、使用する前に
Flash にかける。 
          ・1 M Na2HPO4 : 154.8μℓ 
            →NaH2PO4(MW:156.01)を 15.601g 測り取り、約 50ml の milliQ で溶かす
(100ml ビーカー)。pH 
メーターを用いて pH 7.0 に調整していく。この時、NaOH を加えていく。
pH 7.0 になったらメスシリンダーをに移し、100ml に fill up する。滅菌し
た 100ml 試薬ビンに移して完成。 
          ・1 M NaH2PO4: 45.2μℓ 
	 	 	 	 	 	 →NaH2PO4(MW:156.01)を 15.601g 測り取り、約 50ml の milliQ で溶かす
(100ml ビーカー)。そ 
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の後、メスシリンダーに移し、100ml に fill up する。滅菌した 100ml 試薬
ビンに移して完成。 
	 	 	 ※毎回実験をする際に作製する。 
	 ○PBS（Cell team から借りる。4℃チャンバーの外用を使用） 
	 ○solution Ⅰ 
	 	 	 	 	 ・10 mM EDTA 
          ・50 mM glucose 
	 	 	 	 	 ・25 mM Tris-HCl [pH 8.0] 
	 ○2 mg/ml lysozyme(dissolved into PBS including 10mM EDTA, pH8.0) 
	 	 	 →lysozyme 2mg を計り取り、1ml の solutionⅠに溶かす。 
  ○99% metahanol(-20℃) 
	 	 	 →TPP(50ml)に移し替え、-30℃で保存。保存の際にはパラフィルムを巻くこと。 
	 ○2% BSA-PBS solution 
	 	 	 →牛血清アルブミン 0.2g を計り、PBS に溶かす。溶けたら 10%NaN3 を 100μℓ加
え、PBS で 10ml に fill  
Up する。 
	 ○1μg/ml DAPI solution(dissolved into PBS) 
	 	 	 →50μℓの 0.2mg/ml DAPI を PBS 1ml に溶かす。 
	 ○ProLong Gold(regend：Cell team からもらう。) 
	 ○一次抗体(α-FtsZ) 
	 	 	 →2%BSA-PBS solution に 1:100 の割合で溶かして、使用する。 
（1μℓの抗血清α-FtsZ を 99μℓの 2%BSA-PBS solution に溶かす） 
	 ○一次抗体(α-HA) 
      →2%BSA-PBS solution に 1:10 の割合で溶かして、使用する。 
（1μℓの抗血清α-FtsZ を 99μℓの 2%BSA-PBS solution に溶かす） 
○二次抗体(Anti-Rabbit IgG HRP-linked whole Ab : GE ヘルスケア) 
	 	 	  
 
 
・	 in vivo の pull down assay 
“Cross-link” 
① 10ml LB (薬剤含)に凍結菌体 5ul を殖菌し、37˚C o/n。 
② 400ml LB (薬剤含)に 1ml 殖菌し、37˚C で OD600 = 0.4 まで培養。 
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③ 500ml 遠心管に 12ml formaldehyde 溶液 (36-37% formaldehyde；final 1%)に培養液
を移し、攪拌後、37˚C で 30min 攪拌。 
④ 8000rpm × 5min (6000rpm x 10mi) at RT (4˚C でも OK)。 
⑤ 上清を捨て（取りあえずは fask に戻す。廃棄するときには大量の水と共に処理する
と！！！）、2ml の TBS を加え、pipetting し、15ml tube に移す。 





① UT-buffer を 3ml 加える（攪拌はしない）。 
② 超音波破砕（Lv max 4sec/10sec on ice)。 
③ 8000rpm x 10min at 4˚C。 
④ 上清を 2ml tube	 ２本に分注（pellete を取らない様に注意！）。 
⑤ それぞれに、100ul MagneHis 懸濁液を直接加え、o/n at RT。 
 
“Wash” 
① 5000rpm x 1min at RT。 
② Magnetic stand に 30sec–1min 静置（tube を少し回転させて、beads を出来るだけ底
から側面へと移動させる）。 
③ 上清をアスピレーターで取り除く。 
④ 1.5ml UT-buffer を加え、完全に beads が懸濁されるまで易しく攪拌（約 30 回ほど上
下させる）。 
⑤ UT-buffer を加えて洗浄する工程をトータル５回、行う。 
⑥ 最後の上清を取り除いた後、15000rpm x 3min（泡を消すため）遠心し、Magnetic stand
に静置。 
⑦ 上清を 200ul ピペットで取り除く。 
 
“Elution” 
① Elution buffer を 200ul 加え、2min 以上、緩く攪拌（室温）。 
② 15000rpm x 5min 後、Magnitic stand に 1min 静置。 
③ 上清を Microcon-100 に移す（200ul x 2 = 400ul）。 
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“Cleaning” 
① 13000rpm x 8-10min（membrane にサンプルが残らないまで行う！）（必ず室温で行
うこと！！！）。 
② １）綺麗に洗浄したピンセットで M-100 を持ち上げ、2)tube の溶液をアスピレーター
で捨てる。 
③ 400ul M-wash buffer を加え、遠心する（これをトータルで３回繰り返す）。 
④ 最後の遠心の際には、長めにして membrane 上に溶液が残らない様にする！また、こ
のときの tube 内の溶液は捨てない！！！ 
⑤ M-100 の membrane 上に 25ul の M-wash buffer を加え、フタをして、37˚C 10min 保
温（最後の溶液をすてると溶液が乾燥するので注意）。 
⑥ 綺麗なピンセットで、新しい tube に M-100 を反対向けてのせる。 
⑦ 裏面に 25ul M-wash buffer を加え、5000rpm x 3min。 
 
“Heat” 
① 90˚C 30-45min （タンパク質の泳動を行うときにはこの条件の方が band が sharp。し
かし、cross-link が外れないものもタンパク量が多いと残ることも・・・） 








○LB 液体培地 10ml in 100ml 三角フラスコ 
  →あらかじめオークレで滅菌しておいた 100ml 三角フラスコに LB 液体培地 10ml を分
注しておく。 
 
○LB 液体培地 400ml in 5000ml 三角フラスコ 
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 →10×TBS を希釈して作る。 
＜10×TBS の作製方法＞ 








	 ・0.1M HEPES：2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 
	 	 →HEPES(和光・FW:238.31)は試薬棚にある。 
  ・0.5M NaCl 
	 	 →NaCl(関東化学・FW:58.44)は試薬棚にある。 
  ・50mM Imidazole 
    →Imidazole(関東化学・FW:68.08)は試薬棚にある。 
  ・8M Urea：尿素 
	 	 →Urea(ナカライテスク・FW:60.06)は試薬棚にある。 
  ・1% Triton X-100 
	 	 →Triton X-100(sigma)は試薬棚にある。 
	 ・1mM DTT：dithiothreitol 
→DTT(和光・FW:154.25)は薬剤が入っている 4℃チャンバーにある。 
  ・1mM PMSF：phenylmethylsulfonyl fluride（※後入れ） 
	 	 →PMSF(FW:174.19)は薬剤が入っている 4℃チャンバーにある。 
＜作製方法＞ 
	 	 →200ml ビーカーに milliQ を 50ml 程度入れる（スターラーバーも入れておく）。
HEPES を 2.38g、NaCl を 2.92g、Imidazole を 0.34g、Urea は 48.05g、Triton X-100
を 1ml、DTT を 0.015g 測りとり、200ml のビーカーに入れる。100ml のメスシリ
ンダーに入れて、100ml に fill up する。使用する際は、100mM PMSF in isopropanol
を 1:100 の割合で混ぜて用いる。 
 
○Elution buffer（-30℃で保存） 
	 ・0.1M Tris-HCl(pH7.5) 
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 →BGA	 team にストックあり。Cell	 team の 2M Tris-HCl(pH7.5)を 20 倍希釈して
使用する。 
	 ・0.5M Ipidazole(pH7.5) 
	 	 →あらかじめ、5M Ipidazole dissolved 0.1M Tris-HCl(pH7.5)を作製しておく。 
	 ・1% SDS 
	 	 →SDS(ナカライテスク・FW:288.38)は試薬棚にある。あらかじめ、5%SDS dissolved 
0.1M Tris-HCl(pH7.5)を作製しておく。 
	 ・10mM DTT 
 ＜作製方法＞ 
	 	 →100ml ビーカーに 0.1M Tris-HCl(pH7.5)を 30ml 程度入れる（スターラーバーも入
れておく）。5M   Ipidazole を 5ml、5%SDS を 10ml、DTT を 0.075g 測りとり 100ml
のビーカーに入れる。100ml のメスシリンダーに 入れて、50ml に fill up する。作
製後は TPP に分注して、-30℃で保存。 
 
○M-wash buffer(-30℃で保存) 
	 ・0.1M Tris-HCl(pH7.5) 
	 	 →BGA	 team にストックあり。Cell	 team の 2M Tris-HCl(pH7.5)を 20 倍希釈して
使用する。 
	 ・1% SDS 
	 	 →あらかじめ、5%SDS dissolved 0.1M Tris-HCl(pH7.5)を作製しておく。 
	 ・10mM DTT 
＜作製方法＞ 
→100ml ビーカーに 0.1M Tris-HCl(pH7.5)を 30ml 程度入れる（スターラーバーも入 
れておく）。5%SDS を 10ml、DTT を 0.075g 測りとり 100ml のビーカーに入れる。

















１：−８０℃で保存しておいたペレット上の菌体を 180μℓ の lysate solution（50mM Tris 
pH 8.0, 1mM EDTA, 10mM MgCl2, 2mg/mL lysozyme and cocktail(1 pellet/10mL)
で懸濁する。 
 
0.5M Tris pH8.0    1mL 
0.5M EDTA       20μℓ 
1mM MgCl2      100μℓ 
lysozyme          20mg 
milliQ         up to 10mL 
                  10mL 
※10 µg/ml DNase I(20 mM Tris-HCl pH7.5, 50 mM NaCl, 0.1 mM CaCl2, 50% 
Grecerol : Takara), 100 µg/ml RNase A, protease inhibitors: 1 mM PMSF, 1 µg/ml 
leupeptin, 1 µg/ml pepstatin を用事調製で添加。 
 
   






ガラス板を組み立て Lower gel の位置にマークをする（約 5cm） 
↓ 
15mL TPP に Lower gel を作製する。（TEMED と 10%APS は最後に入れる） 
 
Lower gel１枚（6mL）組成 
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4xSDSLowerbuffer ................................................. 1.5mL 
30%acrylamide-bis(29:1) ........................................... 2mL 
dH2O ....................................................................... 2.5mL 
TEMED ...................................................................... 6μL 








RO 水を捨て、Upper gel を作製する 
↓ 
 
Upper gel １枚(3mL)組成 
4xSDS upperbuffer ............................................... 0.75mL 
30%acrylamide-bis(29:1) ...................................... 0.39mL 
dH2O ..................................................................... 1.86mL 
TEMED ...................................................................... 3μL 







ゲルが固まったらゆっくりとコームを抜き、気泡を RO 水でとりのぞく 
↓ 








電極にコードをつなぎ 150V で約 1 時間 20 分泳動 
 
2.ブロッティング  







２あたり 1mA で電流を流す。（メンブレン１枚：45mA） 
↓ 
ブロッティングが終わる前に 5%スキムミルクを作製する。 
（１日１回作れば良い。Blocking 用の箱があるので、skimmilk を 5g 量りとり箱に書い








TNT Buffer で 2,3 回しゃぶしゃぶのように洗う。このとき TNTBuffer は容器に伝わらせ
るようにして入れ、メンブレンに直接かけないようにする。 
↓ 
メンブレンを１次抗体に浸し、ゆっくり O/N ふる 
 
１次抗体 
抗 PlsX 抗体 1:5000 
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抗 GFP 抗体 1:1000 
抗 FtsZ 抗体 1:100000 
抗 WalR 抗体 1:1000 
抗 FtsA 抗体 1:1000 
抗 SigA 抗体 1:10000 
抗 6×His 抗体 1:1000 
 
↓ 
TNT buffer で 10 分×3 回洗う。このとき buffer は容器を伝わらせて入れメンブレンに直
接かからないようにする。 
↓ 





※抗 6×His 抗体に対してのみ α-mouse を用いる 
 
↓ 
TNT buffer で 10 分×3 回洗う。このとき buffer は容器を伝わらせて入れメンブレンに直
接かからないようにする。Lumi imager は起動に時間がかかるので 10min 前には電源を
入れておく 
↓ 
メンブレンをラップの上におき Lumi GLO 300μ(solA:100μL + solB:200μL)をメンブレン
全体に行き渡るようにピペットマンで滴下し、空気が入らないように包む 
↓ 
Lumi imajer が-37℃まで冷えているのを確認し、メンブレンをセットして解析する。 
 
[4×SDS sample buffer(500μL)] 
β-mercaptetanol .......................................................... 100μL 
4×stock ....................................................................... 400μL 
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[4×stock] 
dH20 .............................................................................. 8mL 
1M Tris-HCL(pH6.8) ................................................. 2.4mL 
80%Glycerol .................................................................. 5mL 
SDS ................................................................................ 0.8g 
BPB ............................................................................... 2mg 
 
[サイズマーカー(SDS 用)] 
サイズマーカー（-30℃ストック） .......................... 1μL 
4×SDS buffer ............................................................... 2.5μL 
dH2O ........................................................................... 7.5μL 
 
サイズマーカー（ウエスタン用）（1 レーン 20μ使用） 
プレステインドエクセルラダー ................................ 5μL 
4×SDS buffer ............................................................. 3.25μL 







・	 L 字管をサンプル数×2 本用意する。 
・	 10×MM を H2O (Milli-Q)で 1×MM に希釈しオートクレーブにかけておく。 




・ CI を調整し、L 字管に 5 ml ずつ分注する。 
・	 OD600 = 0.08～0.1 になるように、白金耳を用いて L 字管に植菌し、ボルテックスでよ
く攪拌する。菌体の固まりができなければ良い。OD が高すぎたら CI で希釈すると良
い。泡立たない速度で 37℃振とう培養開始する。ここまでの作業は迅速に行う。 
・	 30 分後に OD 測定し、OD600 = 0.15 くらいまで増殖していれば良い。以後 1 時間ごと
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に OD を測定する。 
・	 この間に CII の調整・分注、1.5 ml エッペンチューブをサンプル数×2 本、小試験管を
用意しておく。 
・	 OD が寝そう（対数増殖期後期）になったら、30～10 分毎に OD を測定する。（168WT
の場合、植菌後 3.5 時間後）もう 20 分後に OD が寝る（定常期に入る）、という時点
（168WT の場合、バクトモニター測定で OD600 = 1- 1.3）で CII へ移行する。（168WT
の場合、植菌後 4 - 4.5 時間後） 
・	 CI 培養液 2.5 ml をエッペンチューブ 2 本にガラスピペットを用いて分注する。OD が
低い時（0.7 以下）は 5 ml をエッペンチューブ 4 本に分注する。 
・	 8,000 rpm, 1 min, 室温で遠心する。菌体が浮きやすいので注意深く、迅速に上清を捨
てる。形質転換能のある菌体はより浮きやすいので上清を完全除去せず少し残すのがコ
ツ。ピペットマン P1000 で CII 約 1 ml をとって菌体を懸濁、エッペンチューブ 1 本
に洗い込む。残りの CII の入った L 字管に菌体を移し、OD を測定する。（168WT の場
合、バクトモニター測定で OD600 = 0.7 くらい） 
・	 再び泡立たない速度で、37℃で 30 分間振とう培養し、終了時に再び OD 測定する。
（168WT の場合、バクトモニター測定で OD600 = 0.85 くらい）この時、OD があまり
伸びていないと形質転換率が低くなっている恐れがあるので必ず確認する。 
・	 小試験管に CII 培養液 200μl と、DNA（PCR 産物量は CII 溶液の 1/10 以下、プラス
ミド・染色体 DNA は 0.1 - 1μg/μl を 1μl くらい）を加え 37℃で 1 時間振とう培養、
選択培地にプレーティングする。37℃インキュベータで O/N 静置して形質転換体を得
る。 
・	 コンピテントセルが上手く出来ていれば、PCR 産物：数十コロニー、プラスミド DNA：
数十-数百コロニー、染色体 DNA：数百-数千コロニーは得られる。コンピテントセルの
確認には染色体 DNA を使用すると良い。 
・	 コンピテントセルの保存；残った CII 溶液に、滅菌済み glycerol を 10%終濃度になる
ように加え、エッペンチューブ 400- 500μl ずつ分注する。Glycerol は 80%に希釈した
ものをあらかじめ作製しておくと良い。 
10×MM 組成（Final concentration）  
K2HPO4  14% 
KH2PO4  6% 
(NH4)2SO4  2% 
クエン酸ナトリウム 1% 
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CI, CII の組成  
 CI CII Final concentration 
1x MM buffer 5 ml 5 ml 1x 
50% Glucose 50 μl 50 μl 0.5 % 
1M MgSO4 25 μl 25 μl 5 mM 
5% CAA 20 μl 10 μl 0.02 %, 0.01 % 
2.5 mg/ml 
Tryptophan 




Cell (LB liq 37℃ shake、O/N) 
	  
1.5ml tube に移す 
 
15,000rpm、1 min、4℃ 
  → sup 
	 ← TES buffer 500ul  
  ← Lysozyme (final : 0.2mg/ml) 




	 ← 10% SDS	 30uL 
Mix (穏やかに転倒混和) 
	 ← PCI	 500ul (等量) 
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 ← Sup 
	 ← PCI (sup と等量) 





	 ← Sup 
	 ← 3M NaOAc	 	 	 	 (sup の 1/10 vol) 




	 → Sup 




	 → Sup 
Vacuum dry	 2-3min 
	 ← TE  1000uL 
Dissolve	 4℃、O/N 
 
・大腸菌の Competent Cell の作製 
 
E.coli(DH5α)を LB plate に streak 
 ↓37℃, O/N（前々培養） 
plate に起こした大腸菌を LB 液体培地 1ml の小試験管に植菌 
 ↓20℃, 150-180rpm shake, 48hrs（前培養） 
SOB 200ml（1L△フラスコ）に全量を植菌*1 
 ↓20℃, 90rpm shake, 20-22hrs（本培養） 
OD600=0.5-0.8 まで本培養*2 
 ↓ 
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4℃, 50ml tube×4 本に分注、on ice 10 min	 *以後、氷冷しながら行う 
 ↓ 
3100g, 10min 4℃（50ml tube×4） 
 ↓→ sup（しっかり） 
 ↓← FSB 20ml（4℃）で懸濁（FSB 20ml/50ml tube×2 で洗い込み）*3 
On ice 10min（50ml tube×2） 
 ↓ 
3100g, 10min 4℃（50ml tube×2） 
 ↓→ sup 
 ↓← FSB 5ml×2（4℃）で懸濁 
 ↓← DMSO 175µl×2 
On ice 15min（50ml tube×2） 
 ↓← DMSO 175µl×2 
100ul ずつ分注し液体窒素で凍結、-80℃で保存 
 









 ↓← plasmid（10µl *1） 
On ice 10-30min 
 ↓ 
Incubation 1min at 42℃ by heat block 
 ↓ 
On ice 1min 
 ↓← SOC（r.t.）1ml 
Incubation for 1hr at 37 （静置）*2 
 ↓ 
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6000rpm 1min *3 
 ↓→ sup *4 
Spread  LB/amp  
 ↓37℃ O/N 
Streak for replica LB/amp 
 ↓37℃ O/N 
パラフィルムを巻き 4 で保存 
 
*1 Competent cell に対して plasmid は 1/10 vol.が max vol.になる。 
*2 熱伝導を考慮して紙ラックに立てる。 
*3 4℃でも r.t.でも良い。 
*4 濃縮する。ピペッティングで懸濁する。 
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